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Galektinler küçük moleküler aðýrlýðý olan, fonksiyonlarý için kalsiyuma ihtiyaç duymayan, hücre
büyümesi, aktivasyonu, hücre-hücre ve hücre ekstrasellüler matriks (ECM) etkileþimlerinde rol oynayan,
karsinoembriyojenik antijene ve laminine baðlanabilen bir protein ailesidir. Bu ailenin bir üyesi olan galektin-3
yaklaþýk 30-kD molekül aðýrlýðýnda -galaktoza spesifik bir proteindir. Kanser geliþimindeki rolü tam olarak
bilinmemekle birlikte neoplastik oluþumlar ve metastaz ile iliþkili olduðu bildirilmiþtir. Bu çalýþmada 16 adet
meme karsinomunda galektin-3'ün ekspresyonu ve lokalizasyonu araþtýrýldý.
Galektin-3'e karþý uyarýlmýþ poliklonal antikorlardan yararlanýlarak immunblot ve immunhistokimya
teknikleri kullanýldý.
Ýmmunoblot çalýþmalarýnda molekül aðýrlýklarý farklý beþ protein içeren bir standart eþliðinde
yürütülen doku ekstraktlarýnda yaklaþýk 30-kD'luk mesafede tek bir bandýn varlýðý saptandý.
Ýmmunohistokimyasal çalýþmalarda ise galektin-3'ün özellikle duktus epitel hücreleri ile bað dokuda ve
baðdokuda bulunan infiltratif özellikteki tümoral hücrelerde yerleþim gösterdiði tespit edildi. Ancak, galektin-
3'ün ayný tip duktus epitel hücrelerde farklý þekilde eksprese edildiði görüldü. Reaksiyonun özellikle göç etmekte
olan epitel hücrelerinde bulunduðu saptandý.
Özellikle infiltre olmuþ tümöral hücreler ile duktus lümenine düþen hücrelerin galektin-3'ü bol miktarda
sentezlemeleri galektin-3'ün meme karsinomunun geliþiminde önemli rolünün olabileceði fikrini vermektedir.
Galektin-3, meme karsinomu, ekspresyon, lokalizasyon, hücre göçü.
Galectins are a family of low-molecular weight proteins which have calcium-independent functions such as
cell growth, cell activation, cell to cell and cell to matrix adhesion including binding to carcinoembryonic
antigens and laminin. Galectin-3 is a member of galectin family with 30-kD -galactoside-binding protein.
Although the exact function of the galectin-3 in cancer development is unclear, galectin-3 expression is
associated with neoplastic progression and metastatic potential. In this study, the expression and localization of
galectin-3 was examined in 16 cases with invasive ductal breast carcinoma.
Immunoblot analysis and immunoperoxidase staining was performed using, policlonal antibodies
against galectin-3.
In immunoblot analysis a single 30-kD band comigrated with the standard marker which contained five
different proteins. In immunohistochemical analysis connective tissue, infiltrative tumor cells in connective
tissue and ductal epithelial cells were the predominant areas of galectin-3 expression. However, this expression
was different in ductal epithelial cells and staining was particularly evident in migrating ductal epithelial cells.
Overexpression of galectin-3 in infilrating tumor cells as well as in those present in alveoli lumen
has led to the conclusion that galectin-3 could play an important role in breast cancer development.
Galectin-3, breast carcinoma, expression, localization, cell migration
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Tümör hücrelerinin metastazý kanser
hastalarýnýn ölüm nedenleri arasýnda ilk sýrada
gösterilmektedir. Metastaz, tümör hücrelerinin primer
tümörden ayrýlýp, ekstrasellüler matrikse geçmesi,
damar içine infiltrasyonu, kan yoluyla taþýnmasý,
hedef organdaki endotel hücreleri ile etkileþime girip
damar dýþýna çýkarak proliferasyona uðramasý ve
sekonder tümör kolonilerini oluþturmasý þeklinde
tanýmlanýr. Genel bir kaný olarak metastazýn farklý
basamaklarýnda karbonhidrat baðlayan proteinlerin
özellikle de galektinlerin etkin bir rol oynadýðý
düþünülmektedir.
Galektin-3 galaktoza spesifik bir protein olup
kendine özgün glikokonjugatlar üzerinden birçok
biyolojik proseste etkin rol oynar. Bu protein glisin,
tirozin ve prolinden zengin amino terminal uç ile
karbonhidrat baðlayan ve daha çok globuler bir yapý
sergileyen karboksi terminal uç olmak üzere iki farklý
bölümden meydana gelir. Yapýlan çalýþmalar
galektin-3'ün NH -terminal ucunun spesifik yapýsý
sayesinde dimer ve oligomerlerini oluþturabildiðini








üstlenebildiðini göstermiþtir. Galektin-3 hücre yü
zeyinde, sitoplazmada ve nükleusda yerleþim
gösterebilir. Tümör hücrelerinin ekstrasellüler
matrikse bakan yüzeyine lokalize olan galektin-3,
metastatik hücrelerin adezyonunda rol oynar. Bu
protein farklý tümör tiplerinde farklý þekilde eksprese
edilir. Örneðin, bazý lenfomalarda ve tiroit kanserinde
artarken; kolon, meme, ovaryum ve uterus
kanserlerinde azaldýðý bildirilmiþtir.
Bu güne kadar galektin-3'ün ekspresyonu birçok
tümörde araþtýrýlmýþ ancak galektin-3'ün duktal
invaziv meme tümörlerindeki lokalizasyonuna iliþkin
bir çalýþmaya rastlanmamýþtýr. Bu çalýþmada, invaziv
meme tümörlerinde galektin-3'ün ekspresyonu
biyokimyasal ve immunhistokimyasal teknikler
kullanýlarak gösterilmiþtir.
Çalýþmada kullanýlan toplam 16 adet kadýndan
alýnan tümörlü meme dokusu Adnan Menderes
Üniversitesi Týp Fakültesi Patoloji Anabilim Dalý ile
Aydýn Devlet Hastanesi Patoloji Bölümünden temin
edildi.
Galektin-3'ün dokulardaki varlýðý immunblot
yapýlarak gösterildi. Bu amaçla, doku örnekleri +4 C
deki fosfat tamponu içerisinde (pH 7.2, %0.1 TritonX-
100/ %0.1 deoksikolik asit/ 0.05 M laktoz/ 2 mM -
merkaptoetanol/ 1 mM Pefablock/ 2 mM EDTA/
%0.05 aprotinin/ %0.02 Leupeptin) homojenizatör
(Ultra-Turrax T 50) ile homojenize edildi.
Homojenatlar 8000 rpm'de 10 dakika +4 C de santrifüj
edilip süpernatantlarýn total protein içerikleri Bio-Rad
protein kiti kullanýlarak tespit edildi. SDS-PAGE için
Mini-Protean elektroforez sistemi (Biometra,
Göttingen/Almanya) kullanýlarak % 15'lik
poliakrilamid jel döküldü. Her bir kuyucuða önceden
numune tampon çözeltisinde (0.5 M Tris-HCL/ %1
gliserin, %0.1 SDS, %0.001 brom fenol mavisi, %0.2 -
merkaptoetanol) 5 dakika süre ile piþirilen 100 g
protein transfer edildi. Proteinler 200 volt altýnda 45
dakika süre ile koþturma solüsyonu (0.025 M Tris, 0.2
M glisin, % 0.01 SDS) kullanýlarak oluþ
turulan elektriksel bir alanda ayrýþtýrýldý. Sonra jel
içersindeki proteinler tank-blot tekniði ile Towbin
tampon çözeltisi (0.25 M Tris, 0.2 M glisin, %20
metanol) eþliðinde 100 volt altýnda 1 saat süre ile
nitroselüloz membrana (Schleicher & Schuell,
Dassel/Almanya, 0.2 m) transfer edildi. Membran
+4 C de 1 saat %5 lik yaðsýz süt tozu ile inkü
basyondan sonra, rekombinant olarak elde edilen
poliklonal antigalektin-3 antikoru (1:500 g/l) ile +4 C
de gece boyu reaksiyona býrakýldý. TBS (50 mM
Tris/150 mM NaCl, 0.05% Tween, pH 7.5) ile iyice
yýkanan membran peroksidaz ile iþaretlenmiþ domuz
anti tavþan IgG (DAKO, Glostrup, Danimarka)
antikoru ile (1:2000 g/l) 1 saat süre ile inkübe edildi.
Streptavidin peroksidaz kiti (Camon, Burlingame,
USA) ile 1 saatlik inkübasyon sonrasý galektin-3
bantlarý Kemiluminisens kit (ECL; Amersham Life
Sciences, Arlingon Heights, IL) kullanýlarak görünür
hale getirildi.
Meme dokularý % 10 luk formol solüsyonunda
tespit edilip parafin bloklar hazýrlandý. 5 m lik doku
kesitlerindeki olasý endojen peroksidaz aktivitesi
rehidrasyon iþleminden sonra % 1'lik hidrojen
peroksit solüsyonu ile inhibe edildi. Spesifik olmayan
baðlantý yerleri % 1'lik normal domuz serumu ile
bloke edildi. Kesitler, takiben % 0.1 oranýnda sýðýr
serum albumini içeren PBS (pH 7.5) içinde 1:400 g/l
olacak þekilde dilüe edilmiþ primer antikor ile gece
boyunca +4 C de inkübasyona býrakýldý. Baðlanmayan
antikorlar yýkanarak uzaklaþtýrýldýktan sonra 1:200 g/l
oranýnda dilue edilmiþ PBS içindeki horseradish
peroksidaz ile konjuge domuz antitavþan antikoru
(DAKO, Glostrup, Danimarka) ile 1 saat oda ýsýsýnda
reaksiyona býrakýldý. PBS ile yýkanan preperatlar
Avidin-peroksidaz kompleksi (Camon, Burlingame,
USA) ile inkübe edilip galektin-3'ün lokalize olduðu
alanlar DAB (3'-3'-Diaminobenzidine) kromojenik
substratýn ilavesi ile ýþýk mikroskop düzeyinde görünü
r hale getirildi.
Çalýþmanýn ilk bölümünde meme dokularýnda
galektin-3 bantlarý bu proteine karþý üretilen
poliklonal primer antikor kullanýlarak immunblot
tekniði ile gösterildi. (Þek. 1,2) Antikorun ekstrakt
içerisindeki herhangi diðer bir protein ile kros-
reaksiyon vermediði sadece yaklaþýk 31-kD'luk
mesafede tek bir bandýn açýða çýktýðý gözlemlendi.
Görülen bandýn galektin-3 için spesifik olduðu ise
molekül aðýrlýklarý 110-kD ile 14.2-kD arasýnda
deðiþkenlik gösteren toplam 5 adet proteinden oluþan
bir standart kullanýlarak tespit edildi. Çalýþmada
g ö r ü l e n b a n t l a r ý n 2 9 - k D a ð ý r l ý ð ý n d a k i
karbonikanhidraz enziminin oluþturduðu bandýn biraz
üstünde kaldýðý tespit edildi.
Ýmmunhistokimyasal boyamalarda galektin-
3'ün aðýrlýklý olarak bað doku ile bu dokuya infiltre
olmuþ tümöral hücrelerde (Þek. 3 A, oklar) ve duktus
epitel hücrelerinde (Þek. 3 B, oklar) lokalize olduðu
görüldü. Duktal epitel hücrelerin büyük bir kýsmýnýn
bu proteini içermezken sadece az bir kýsmýnýn
(yaklaþýk %10) primer antikor ile reaksiyon verdikleri
gözlendi. Yine damar duvarlarýnda infiltratif özellikli
(Þek. 3 C, ok) bazý hücreler ile duktus lümenine
düþmüþ epitel hücrelerinin galektin-3'ü yoðun olarak
içerdikleri görüldü (Þek. 3 D, oklar). Ayrýca, bað
dokunun zayýfladýðý bazý alanlara yayýlmýþ hücrelerin
çeki rdekle r inde bol mik ta rda ga lek t in-3
bulundurduklarý saptandý (Þek. 3 D). Reaksiyon veren
hücrelerde galektin-3'ün sadece hücrenin belli
9 , 1 0
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Galectin-3'ün invazif meme kanserindeki immunhistokimyasal lokalizasyonu. Bað doku ve bað doku içinde
infiltre olmuþ tümöral hücreler. (oklar, x 220). Galectin-3 antikoru ile reaksiyon veren az sayýdaki duktus epitel hücreleri
(oklar, x 352). Arter duvarýnda göç etmekte olan bir hücre (ok, x352) Duktus boþluðuna düþmüþ epitel hücreler (oklar, x
352). Ýnfiltratif hücreler (oklar, x352). Kontrol (x220). Bar uzunluklarý 10 m olarak alýnmýþtýr.
Þekil 1. Kanserli meme dokularýndaki galektin-3'ün
Kemilimunisens kiti kullanýlarak immunoblot tekniði ile
gösterilmesi.
Þekil 2. Kanserli meme dokularýndaki galektin-3'ün
Kemilimunisens kiti kullanýlarak immunblot tekniði ile
gösterilmesi.
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bölgelerine lokalize olmadýðý, sitoplazmada özellikle
de çekirdekte yerleþim gösterdiði belirlendi.
Kesitlerin yüksek antikor titrasyonu (10 g/ml) ile
inkibasyonlarýnda yoðun bir arka plan boyamasý
görülürken, antikorlarýn düþük konsantrasyonlarda (1
g/ml) kullanýldýðý durumda ise reaksiyonlarýn zayýf
olduðu gözlendi. Primer antikorun kullanýlmadýðý
kontrol preparatlarýnda ise herhangi bir sinyalin
varlýðýna rastlanmadý (Þek. 3 E).
Meme tümörlerinin biyolojik ve klinik
özellikleri üzerine toplanan verilerin çokluðuna,
hastalýðýn tedavisindeki çok farklý yöntemlerin
denenmesine karþýn bu hastalýk günümüzde hala
büyük bir sorun teþkil etmeye devam etmektedir .
Ýnvaziv duktal karsinomlar meme kanserleri içinde en
fazla görülen tip olup yaklaþýk tüm meme
kanserlerinin %80'ini teþkil eder. Sýklýkla aksillar lenf
düðümlerine metastaz yapan bu hastalýk diðer birçok
tümör tipi ile karþýlaþtýrýldýðýnda prognozu en kötü
olanlarý arasýnda yer alýr.
Bu güne kadar yapýlan çalýþmalar galektin-3'ün
çok farklý fizyolojik ve patolojik olayda rol aldýðýný
göstermiþtir. Örneðin, metastaz yapan bazý tümör
hücrelerinin özellikle akciðerlere lokalize olma
eðiliminde bulunduklarý, lokalizasyon yerlerindeki
akciðer hücrelerinin ise galektin-3 yönünden zengin
olduðu görülmüþtür. Yine, metastatik potansiyeli
artmýþ hücrelerin saðlýklý olanlarýna oranla daha fazla
galektin-3 sentezledikleri bildirilmiþtir. Fakat diðer
bazý çalýþmalar bu proteine yönelik tümör hücreleri
için bir genelleme yapmanýn mümkün olmadýðýný
göstermiþtir. Kolorektal karsinomlarda yapýlan
çalýþmalarda hücrelerin metastatik potansiyeline göre
galektin-3'ün hem artýþ hem de azalma gösterebildiði
ortaya konulmuþtur. Ayrýca, bu proteinin meme
kanserleri, endometrium ve ovaryum kanserlerinde
normal dokularla karþýlaþtýrýldýðýnda daha az
miktarlarda bulunduðu rapor edilmiþtir.
Bu çalýþmada galektin-3'ün özellikle bað doku
ile bu doku içine infiltre olmuþ tümöral hücrelerde ve
bazý duktus epitel hücrelerinde lokalize olduðu
görüldü. Duktus epitel hücrelerin bazýlarý primer
antikor ile herhangi bir reaksiyon vermezken ayný
karakterdeki diðer bazý epitel hücrelerinin þiddetli
boyanma göstermeleri bu çalýþmada enteresan bir
bulgu olarak karþýmýza çýktý. Galektin-3'ün duktal
epitel hücrelerinde neden farklý þekillerde eksprese
edildiðine yönelik bir soruya verilecek bir cevap
bugünkü bilgiler ýþýðýnda henüz mümkün
görünmemektedir. Belki galektin-3'ün meme
tümörlerinde hücre siklusunu regüle ettiði yönündeki
bilgilerden yola çýkarak ayný tipteki hücrelerin bu
proteini farklý þekilde eksprese etmeleri bu hücrelerin
hücre siklusunun farklý evrelerinde bulunabileceðine
iþaret edebilir.
Kanserli meme dokularýndaki hücrelerin
galektin-3'ü yoðun olarak içerdiklerinde ECM
proteinlerinden laminin, kollajen IV ve fibronektine
b a ð l a n m a y e t e n e k l e r i n i k a y b e t t i k l e r i
gözlenmiþtir. Bu çalýþmada da metastaz
yatkýnlýðý bulunan veya en azýndan çevresi ile
baðlarýný koparmýþ olarak tanýmlayabileceð
imiz duktal epitel hücreleri (bunlarýn bazýlarý lumene
düþmüþ halde tespit edilmiþtir, Þek. 3 D) ile bað doku
içersinde infiltre olmuþ tümöral hücrelerin yoðun
olarak galektin-3 içerdiði tespit edildi. Ancak bu
bulgular diðer bazý araþtýrmacýlarýn verileri ile
uyumsuzluk göstermektedir.
Her ne kadar bu çalýþmada galektin-3
antikorunun baðlantý yerleri gösterildi ise de ancak
daha önce yapýlan ýþýk mikroskop düzeyindeki
çalýþmalarda bazý baðlantý yerlerinin tespit
solüsyonundan veya parafinleme iþlemlerinden
olumsuz yönde etkilenebildiði dolayýsýyla
gösterilememiþ bazý galektin-3'lerin de kalmýþ
olabileceði göz ardý edilmemelidir. Bu çalýþmada tek
bir tespit solüsyonu kullanýldý. Daha doðru bir
deðerlendirme yapabilmek için diðer bazý fikzasyon
yöntemlerini kullanmak uygun olacaðý kanýsýndayýz.
Yine, bazý hücrelerin hücre membranlarý ile hücre
çekirdeði membranlarýnýn da galektin-3 içerdikleri
tespit edilmiþ fakat lokalizasyon yerinin bu
membranlarýn neresinde olduðuna iliþkin ýþýk
mikroskop düzeyinde bir þey söylemek mümkün görü
nmemektedir. Bundan dolayý, elektron mikroskop
düzeyinde yapýlacak çalýþmalarýn galektin-3'ün meme
tümörlerindeki rolünün açýklanmasýna ayrý bir anlam
katacaðý muhakkaktýr.
Sonuç olarak, invaziv meme karsinomlarýnda
bað doku ile bað doku içersinde yaygýn halde bulunan
tümöral hücreler ile duktuslarýn lumene bakan kýsmýný
kaplayan endotel hücrelerinin bir kýsmý (yaklaþýk
%10) galektin-3'ü yoðun olarak içermektedir.
Özellikle de infiltre olmuþ veya duktuslarýn lümene
düþen hücrelerin galektin-3'ü bol miktarda
sen tez lemele r i b ize ga lek t in -3 'ün meme
karsinomunun geliþiminde önemli rolünün
olabileceði fikrini vermektedir.
Dr. Herbert Kaltner'e bize laboratuarýnda
immunblot çalýþmalarýna izin verdiði ve primer
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